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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft die Verwendung von Steroiden mit antioxidativen Eigenschaften - 17a-Estradiol, dessen 

chemisch modifizierte Derivate oder Ester des 1 7a-Estradiol oderderen chemisch modifizierte Derivate - ausgenom- 
s men Ethinylestradio!- zur Herstellung pharmazeutischer PrSparate zur Therapie chronisch-degenerativer Erkrankun- 

gen im Gehirn von AtherosWerose und Arthritis/Arthrose beim Mann, hormonellen Substitution beim Mann. 

[0002] Aus der Fach- und Patentiiteratur ist bekannt, daB reaktive Sauerstoffspezies (ROS), freie Sauerstoffradikale 

und weitere Radikalformen eine wichtige Rolle bei der Entstehung vielf&ltiger Zellschadigungen spielen. Dabei ist u.a. 

die Lipidperoxidation, die Oxidation von Low Density Lipoprotein (LDL)-Cholesterol und die Xanthinoxidase in Verbin- 
10 dung mit irreversiblen Membran- und EndothelschSdigungen Ausgangspunkt radikatvermittelter Zellschadigungen. 

[0003] Die Patentschriften WO 87/01 706 A2; WO 91/1 1453 A2; 

EP 0389 368 A1 ; EP 0389 369 B1 ; EP 0389 370 A1 und 

FR 2 640 977 beschreiben beispielsweise Steroide mit "radikalfengenden" Eigenschaften (antioxidative Eigenschaf- 
ten). 

is [0004] In J. Phys. Org. Chem. 3 (1990), 309-315 wind dargesteltt, daB Estrogene. speziell Catechoiestrogene. als 
Radikalfdnger agieren kOnnen. Estradiol, Estron, Estriol und 2-Hydroxy-estradiol hemmen die Peroxidation in vitro und 
in vivo. 

[0005] Weiterhin beschreibt die Patentschrift DE 43 38 314 C1 pharmazeutische Prdparate zur Prophylaxe und The- 
rapie radikalvermitteiter Zellschadigungen, welche aus Steroiden mit phenolischer A-Ring-Struktur bestehen. 
20 Aus dieser Schrift ist ersichtlich, daB das MaB der radikaKangenden (antioxidativen) Wirksamkeit unabhfingig ist vom 
Ma 3 der estrogenen Wirksamkeit der jeweiligen Verbindungen. Beispielsweise bewegt sich die In-vitro-Hemmwirkung 
auf die Lipidperoxidation fur mehrere Verbindungen im gleichen MaBe, aber die estrogene Wirksamkeit ist unterschied- 
lich. 

Jedoch ist zu bemerken, daB antioxidative Eigenschaften dort zu verzeichnen sind, wo ein auch bestimmtes MaB an 
, 25 Estrogenitat der jeweiligen Verbindung vorhanden ist. 

[0006] Weiterhin dokumentiert Mooradian A.D in: Antioxidant properties of steroids, J. Steroid Biochem. Mol. Bio. 
45:509-511 (1993)] die anti-oxidativen Eigenschaften von 17p-Estradiol, seinen verschiedenen Derivaten und Estern, 
wie z. B. Ethinylestradiol und die Katechol estrogene. Diese Eigenschaften tragen wesentlich dazu bei, daB die soge- 
nannte Hormonsubstitution in der Postmenopause bei Frauen sehr deutlich das Herz-Kreislauf-Risiko senkt 

30 [0007] Abgesehen vom Hypogonadismus (zu geringe Androgenproduktion in den Hoden; nur etwa 7 % alter Manner) 
ist es bisher nicht gelungen, beim alternden Mann ein dhnliches Hormonsubstitutionsprinzip wie fur die postmenopau- 
sal Frau zu entwickeln. Psychische und physische Verschlechterungen, die beim Mann urn die 50 pkttzlich auftreten, 
wurden bisher ais sogenanntes Klimakterium virile bezeichnet, obwohl an den Hodenparametern und hjnsichtlich der 
Gonadotropinsekretion keine Auffailigkeiten nachzuweisen wareh [Umbreit K: Was tun bei "Klimakterium virile"? TW 

35 Gynakologie 8:220-229 (1995)]. 

[0008] Emons G, Knuppen R, Ball P legen in: 4-Hydroxyestradiol-17p and 4-hydraxyestradiol-17a; Comparative stu- 
dies on central and peripheral effects of two epimeric catecholestrogens. Endocrinology 109:1799 (1979); die im Ver- 
gleich zum 17p-Estradiol urn mehrere GrOBenordnungen geringere Affinitat des 17a-Estradiol zum zytoplasmatischen 
bzw. nuklearen Estrogenrezeptor dar. < 

40 [0009] Auch Merriam G, Mac Lusky N. t Picard M., Naftolin F beschreiben diesen Sachverhalt in: Comparative pro- 
perties of the catechol estrogens I : Methytation by catechol-O-methyttransf erase and binding to cytosol estrogen recep- 
tors. Steroids 36:1 -1 1 (1980). 

[001 0] Es kann daher eine fehlende estrogene Wirksamkeit von 1 7a-Estradid erkldrt werden. 

[0011] Es ist weiterhin bekannt daB es eine positive Korrelation von freien Radikalen und epileptogenen, krampfaus- 
45 lOsenden Prozessen im Gehirn gibt 

Levy SL, Burnham WM, Bishai A, Hwang PA beschreiben in: The anticonvulsant effects of vitamin E: a further eyalution. 

Can. J. Neurol. Sci. 1 9:201 -203 (1 992); Levy SL, Burnham WM, Bishai A, Hwang PA: An evalution of the anticonvulsant 

effects of vitamin E. Epilepsy Res. 6:12-17 (1990); Santiago LA, Osato JA, Hiramatsu M, Edamatsu R, Mori A: Free 

radical scavanging action of Bio-catalyzer alpharho No. 1 1 (Bionormalyzer) and its by-product Free Radic. Bid. Med. 
50 77:379-383 (1991), daB Radikalscavenger antikonvutsiv wirken und z.B. bei Mdusen, bei denen durch mehrmalige 

Gabe von Pentetrazol ein Kindling-Phanomen mit einem typischen Krampfverhalten ausgebikJet wird, dieses Krampf- 

muster beeinflussen. 

Nachteilig dabei ist daB nur durch die Applikation von hohen Dosen und/oder eine lange Substanzapplikation eine 
Beeinflussung des Kranpf musters erfolgen kann. 
55 [001 2] Die Patentschrift DE 43 38 3 1 4 C 1 beschreibt pharmazeutische Praparate, Steroide mit phenolischer A-Ring- 
Struktur errthaltend. Da die aufgezeigten Verbindungen nachweislich sowohl Inhibitoren der Lipidperoxidation als auch 
inhibitoren der LDL-Oxidation darstellen, sind sie geeignet zur Prophylaxe und Therapie radikalvermitteiter Zellschadi- 
gungen. 
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Ein Nachweis der antioxidativen biologischen Wirksamkeit im mannlichen Organismus ist nicht aufgezeigt 
[0013] Febs.Lett, 332(1-2), Oklober 1993, Seiten 159-163, Wis man H. et al., beschreibt die antioxidative Wlrkung 
von Ethinylestradiol (=17a-EthinytestradioO und deren Wirksamkeit bei der Hemmung der Lipidperoxidation. 
Auch Lipids, 30(2), 1995, Seiten 141-146, Lacort M., et al., beschreibt die antioxidativen Effekte von Ethinylestradiol, 
5 jedoch vor spontan auftretender Peroxidation. 

In beiden Schriften ist kein Nachweis der biologischen Wirksamkeit im mannlichen Organismus aufgezeigt und es ist 
eine Ethinylestradiol-Therapie im mannlichen Organismus nicht geeignet. 

[0014] US-A-3 626 061 offenbart 17a-alkylierte Estradiolverbindungen und deren Nutzen bei der Reduzierung des 
Cholesterolspiegels im Blut; ein Nachweis der biologischen Wirksamkeit im mdnnlichen Organismus ist nicht aufge- 
io zeigt. 

[0015] Arteriosclerosis, Thrombosis und Vascular Biology. 15(7), Juli 1995, Seiten 837-846, Sulistiyani S.J A et al.. 
und Atherosclerosis, 109(1-2), Oktober 1994, Seiten 102-103. Sulistiyani S.J.A. et al., beziehen sich auf den protekti- 
ven Effekt von 17a-Dihydroequilinsulfat (DHES) und Ethinylestradiol bei der EntwicWung von AtherosWerose. 
Der Effekt wird allerdings nur for weibliche Kaninchen belegt. 

15 [001 6] Nachweislich ist aus der Fach- und Patentliteratur eine Anwendung von 1 7a- Estradiol und gezielt synthetisier- 
ter Derivate des 1 7a-Estradiols zur Hor monsubstitution beim alternden Mann, welche verbunden ist mit der praventiven 
und therapeutischen Beeinflussung derarttger Leistungsminderungen und Krankheitsbilder, bei deren Entstehung 
ursdchlich uberproportional freie Radikale diskutiert werden, nicht erkennbar und schluBfolgernd. 
[001 7] Der Erf indung liegt die Aufgabe zugrunde, eine fur den Mann hormonelle Substitutionstherapie mittels Estro- 

20 gene aufzuzetgen und die genannten Nachteile zu vermeiden. 

[0018] Die Aufgabe wird erfindungsgemaB durch die Verwendung von mindestens einem 1 7a-Estradiol, dessen che- 
misch modifizierten Derivaten Oder den Estern des 17a-Estradiol Oder deren chemisch modifizierten Derivaten ausge- 
nommen Ethinylestradiol, zur Herstellung von pharmazeutischen Prdparaten zur medikamentOsen hormonellen 
Substitution beim Mann gelOst. 

25 [001 9] Es wurde festgestelft. daB Qberraschenderweise fOr den Mann die MGglichkeit einer Substitutionstherapie mit- 
tels Estrogene gefunden wurde ohne die fur den Mann unerwunschten Nebenwirkungen (Genomvermittelte) einer 
Wassischen Hormontherapie. 

[0020] Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erf indung sind die Verbindungen 1 7a -Estradiol, 8-Dehydro-1 7a-estradiol (J 
811) und 14.1 5a-Methylen-8-dehydro-17a-estradiol (J 861). 
30 [0021] Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch pharmazeutische Praparate zur oralen und parenteralen, 
incl. topischen, rektalen, subcutanen, intravenOsen, intramuskuiaren, intraperitonealen, intranasalen, intravaginalen, 
intrabukkalen oder sublingualen Applikation, die neben OWichen Trager- und VerdQnnungsmittein eine in dem Anspruch 
1 aufgezeigte Verbindung als Wirkstoff enthalten. 

[0022] Die Arzneirruttel der Erf indung werden mit den GWichen festen oderflQssigen TrSgerstoffen Oder VerdOnnungs- 
35 mitteln und den ublicherweise verwendeten pharmazeirtisch-technischen Hirfsstoffen entsprechend der gewQnschten 
Applikationsart mit einer geeigneten Dosierung in bekannter Weise hergestelrt 

[0023] Die Vorteile der Erfindung ergeben sich im weserrtlichen durch die Verwendung von Steroiden mit antioxidati- 
ven Eigenschaften zur Herstellung von Arzneimitteln zur medikamentOsen hormonellen Substitution beim Mann, 

40 - mit Wirkstoffen. deren Wirkprofil den praventiven und therapeutischen Einsatz bei Mannern mit einem erhohten 
Risiko for Erkrankungen, bei denen freie Sauerstoffradikale for Entstehung und/oder Unterhalt verantwortlich zu 
machen sind -beispielsweise AtherosWerose, Arthrrtis/Athrose und chronisch-degenerative Prozesse im Gehirn -, 
ermOglicht 

- und eine Substitutionstherapie mittels Estrogene gewahrleistet ohne die for den Mann unerwunschten Nebenwir- 
45 kungen (Genomvermittelte) einer Wassischen Hormontherapie. 

Die vorteiihaften Wirkungen der erf indungsgemaBen Systeme werden anhand der Ergebnisse von endokrinpharmako- 
logischen In-vitro- und In-vivo- Untersuchungen aufgezeigt. 

Ergebnisse einer Winischen Studie belegen ebenfails die vorteilhafte Wirkung der erf indungsgemdBen Systeme. 

50 

Hemmung der Expression ausgewdhtter AdhdsionsmolekQIe 

[0024] Die Hemmung der TNFa-induzierten VCAM-1 und I CAM - 1 -Expression in kuttivierten Endothelzellen humanen 
Ursprungs wurde nach Jilma B, Eichler H-G, Breiteneder H, Wolzt M. Aringer M, Graninger W, ROhrer C, Vera M, Wag- 
55 ner OF: Effects of 17p-estradiol on circulating adhesion molecules. J. Clin. Endocrinol. Metab. 7:1619-1624 (1994) aus- 
gefuhrt. 

[0025] Als Vergleich zu den erfindungsgemaBen Systemen diente 1 7p-Estradiol t welches mit (x) gekennzeichnet 
wurde. 
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Tabelle 1 



Die Hemmung der TNFa-induzierten VCAM-1- und ICAM-1 -Expression in kultivierten 
Endothelzellen humanen Ursprungs durch Estrogene. 


Prufsubstanzen 


Hemmung 1,2 der Expression von 




VCAM-1 


ICAM-1 


17a-Estradiol 


+ + 


+ + 


J 861 - 14,15a-Methylen-6<lehydro-17a-estradiol 


+ + + 


+ + + 


17p-Estradiol (x) 


+ + 


+ 



1) Bewertu ng spara m eter ist eine histologische Beurteilung 

2) Bewertungsskala: +: wenig wirksam; ++: gut wirksam; +++: sehr gut wirksam 



[0026] Wie in Tabelle 1 veranschaulicht, verhait sich auch in diesem Modell - hinsichtlich die Hemmung der TNFa- 
induzierten VCAM-1 und ICAM-1 -Expression - 17a-Estradiol wie 1 7p-Estradiol und die Substanz J 861 - 14,15a- 
Methy1en-8-dehydro-1 7a-estradiol - zeigt die starksten Hemmeffekte. 

20 

In-vlvo-Befunde 

[0027] Die Verbindungen wurden in einer Reihe von In- vrvo-Testmodellen zur Erfassung antioxidativer Wirkungen 
getestet. 

26 [0028] Die positive Kbrrelation von freien Radikalen und epileptogenen, krampfauslOsenden Prozessen im Gehirn 
werden nach Levy SL et al:, The anticonvulsant effects of vitamin E: a further evalution. Can. J. Neurol. Sci. 19:201-203 
(1992); und: An evalution of the anticonvulsant effects of vitamin E. Epilepsy Res. 6:12-17 (1990); Santiago LA et al: 
Free radical scavenging action of Bio-catalyzer alpha.rho No. 11 (Bionormalyzer) and its by-product : Free Rad. Bio. 
Med. 11:379-383 (1991), ausgefflhrt. 

30 



Tabelle 2 



Wirkung von J 861 auf die einzelnen Krampfstadien des Pentetrazol-Kindlings an mdnnlichen Mdu- 


sen 


im Vergleich zu dem Referenz-Antiepileptikum Carbamazepin. 




Substanz 


Dosis [mg/kg] 


Krampfstadien 1 






1/2 


3 


475/6 








Kl 




Kl 




Kl 


J 861 


1,0 








+++ 


+ 


+ 




10 








++ 


++ 


+ 




100 








«f+ 


++ 


+ 


Carbamazepin 24 




+ 




+ 




++ 


+ 



1) Bewertung der Wirkung: 
- kein Effekt 

+ Wirkung nachgewiesen 
++ gute Wirkung 
+++ sehr gute Wirkung 

LZ[ S ] Latenzzeit bis zur Auspragung der Krampfe erhoht 
Kl Krampftndex gesenkt 



[0029] Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, daB J 861 - 14,15a-Methylen-8-dehydro-17a-estradiol z.B. bereits in einer Dosie- 
55 rung von 1 mg/kg nach einmaliger oraler Gabe eine Stunde vor der krampfauslOsenden Pentetrazol-lnjektion an mdnn- 
lichen Mdusen das Krampfstadium 3 hemmt. In steigender Dosierung und bei langerer Substanzapplikation werden 
auch die anderen Krampfstadien beeinflu8t. 

[0030] Dieses Beispiel zeigt, daB die erfindungsgemdBen Substanzen nach oraler Appiikation in niedrigen Dosen die 
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Blut-Hirn-Schranke in kurzer Zert Gberwinden und durch freie Radikale modulierte degenerative Prozesse im Gehirn 
positiv beeinflussen. Ausgehend von den In-vitro-Ergebnissen hinsichtJich des Verhaltens der erfindungsgemaB 
beschriebenen Estrogene am Kainat-Rezeptor von Gliazellen, ist dies ein weiterer Hinweis, daB ntchtgenomische 
Estrogenwirkungen uberden GABAergen Rezeptorkomplex vermitteft werden kOnnen. 

5 [0031] Die Adjuvansarthritis bei Lewis-Ratten ist ein gut bekanntes und etabliertes Modell fur die chronische Rheu- 
matoid-Arthritis des Menschen [Newbould BB: Chemotherapy of arthritis induced in rats by mycobacterial adjuvant Br. 
J. Pharmacol. 21:127-136 (1963); Hirschelmann R: Die 6-SuHanilamidoindazol-Arthritis und die Adjuvansarthritis der 
Ratte als Modelie zur Testung von Antiphlogistika. Dissertation B (Habtl.-Schrift), Halle, 1976] 
[0032] Die erfindungsgem&Ben Substanzen wurden im Vergleich zu 1 7p-Estradiol in diesem Modell an mSnnlichen , 

10 Ratten (8 Here pro Gruppe) uber 21 Tage nach oraler Applikation getestet. Die Arthritis wurde durch Injektion von 0,1 
ml Freuncfsches Adjuvans in die linke Hinterpfote ausgelOst. PrOfparameter waren die Hemmung der Schwellung der 
linken Hinterpfote und der Grad der Sekunddrarthritis durch Beurteilung der Schwellung der drei anderen Pfoten. 



Tabelle 3 



Wirkung der Substanzen im Vergleich zu 17p-Estradiol (x) in der Adjuvansarthritis der mannli- 






chen Ratte. 




Substanz 


Dosierung [mg/kg] 


% Hemmung Primarar- 


Sekundararthritis Score 






thritis max. Wirkung 


i 


17p-Estradiol(x) 


1 


21 


47 




10 


35 


36 


17a-Estradiol 


1 


36 


43 




10 


39 


35 


J 861 


1 


16 


72 




10 


38 


46 




25 


61 


38 




50 


47 


35 



1) Score: 

Beurteilung der Sekundararthritis an den drei nichtinjizierten Pfoten 
0 = keine, 1 = leichte, 2 = mittetetarke, 3 ■ starke EntzOndung. 

Maximalpunktzahl je Tier 3 x 3 = 9, das sind bei 8 Tteren max. 72 je Gruppe (arthritische Kontrolte). 



[0033] Aus Tabelle 3 wird ersichtlich, daB 1 7a-Estradiol und J 861 in etwa die gleiche antiarthritische Wirkung wie 
17p-Estradiol besitzen. Besonders auffailig ist die Wirksamkeit in spdteren Stadien der Arthritis. 
40 [0034] Auch im CarrageeninpfotenOdem der marmlich en Ratte tr'rtt der maximaie Hemmeffekt erst 24 Stunden nach 
Provokation des Odems auf, wenn der EntzQndungsprozeB nicht mehr akut ist und nicht-steroidale Antiphlogistika wie 
Didofenac-Natrium nur noch geringe Hemmeffekte zeigen. 

[0035] Wahrend in der akuten Phase in beiden Modellen die antiinf lammatorischen Effekte relativ schwach ausge- 
pragt blieben, war in der sogenannten chronischen Phase immer eine signifikante Entzundungshemmung nachweis- 
45 bar. Dieser Befund korreliert auch mit der Beobachtung, daB die erf indungsgemSBen Substanzen die Akute-Phase- 
Proteine unbeeinf luBt lassen. 

In- vitro- Befunde 

so [0036] Die Verbindungen wurden in einer Reihe von In- vitro-Testmodellen zur Erfassung der estrogenen Wirkung 
getestet. 

1. Estrogen-Rezeptor-Affinitat 

55 [0037] Die Aff initat zum Estrogen Rezeptor wurde in Kaninchen-Uterus-Cytosol bestimmt durch competitive Bindung 
von 3 H-markiertem Tracer und der jeweils zu testenden Verbindungen in Kbnzentrationsreihen, die die ICso einschlos- 
sen. ICsq gibt die Menge der zuzugebenden Substanz an, urn eine 50%ige Hemmung der Lipidperoxidation zu erzielen 
Es wurden weibliche Kaninchen (weiBe Neuseeiander) im Gewicht von 1,5 bis 2 kg in Barbituratnarkose getotet, die 



5 



EP0 753 300B1 



Uteri entnommen, gewaschen und unter EiskOhlung homogenisiert in TEDS-Puffer (20 mM Tris/HCI, pH 7,4; 1mM 
Ethylendiamintetraacetat; 2mMDithiothreitot; 250 mM Saccharose). 

Das nach Zentrifugieren bei 16 000 g und 100 000 g gewonnene Cytosol wurde portionsweise schockgefroren und bei 
-30 °C aufbewahrt 

5 Das geeignet verddnnte Cytosol (Rezeptorkonzentration ca 0.3 nM) wurde mit dem Tracer [ 3 H]-Ethinylestradiol (3nM) 
und den zu prufenden Competitoren bei 0 bis 4 °C far 18 Stunden inkubiert Der freie Tracer wurde durch Adsorption 
an Aktivkohle/Dextran (1 %/0,1 %) und Zentrifugation abgetrennt und die gebundene 3 H-Aktivitat im Uberstand gemes- 
sen. 

Aus Messungen in Kbnzentrationsreihen (Competitoren im Bereich zwischen 1 und 200 nM wurden nach logit-log- 
io Transformation der Bindungswerte die IC50 fur die Vergleichssubstanz 170-Estradiol und for die zu testende Verbin- 
dung ermitteft 

[0038] Die relative Bindungsaffinitat (RBA) errechnet sich als Quotient aus dem IC50 der Vergleichssubstanz 170- 
Estradiol (x) und der getesten Substanz. 

75 

Tabelle 4 



Estrogen-Rezeptor-Affinitat ausgewahlter 
Verbindungen im Vergleich zu 170-Estradiol 
(x) 


Substanz 


relative Bindungsaffini- 
tat zum Estrogen-Rezep- 
tor(RBA)(%) 


170-Estradiol (x) 


100 


17a-Estradiol 


23 


J811 


21 


J 861 


32 



30 

[0039] Aus Tabelle 4 wird ersichtlich, daB fur 1 7a-Estradiol und seine Analoga die Affinrtfit zum Estrogen-Rezeptor 
deutlich vermindert und mithin die estrogene Wirkung weit geringer ist im Vergleich zu 170-Estradiol. 

2. Estrogene Aktlvitat In gentectinisch verdnderten humanen Brustkrebszellen 

35 

Zellen und Zellkultur 

[0040] Die stabil transfektierte humane Brustkrebszellinie MCF-7/2A enthait den Vektor pEMBL8+. Dieser Vektor ent- 
hait den ori des fl-Phagen und ein Fusionsgen, bestehend aus dem estrogen response element (ERE) des Vrtello- 

40 genins A2 von Xenopus laevis, dem TK-Promotor aus dem Herpes Simplex Virus, dem Luciferase-Gen aus Photinus 
pyralis und dem PolyA-Signal aus SV40 (Meyer et al., 1994, J.Cancer Res. ClinOncoL 120:359-364). 
[0041] Die Brustkrebszellinie MCF-7/2A wurde unter Routinebedingungen in Dulbecco's Medium (DM) ohne Phenol- 
rot kultiviert, welches mit 5 % fetalem KSIberserum (FKS), 2 mM L-Glutamin, Penicillin (100 Einheiten/ml), Streptomycin 
(100 ng/ml) und Geneticin (350 pg/ml) versetzt wurde. Fur die Stammkultur wurden die Zellen wOchentlich 1/10 passa- 

45 giert. Alle Zellen wurden bei 37 °C in einer Atmosphare rrtt nahezu 1 00%-iger relativer Luftfeuchtigkeit und einem Arrteil 
an C0 2 von 5 Vol.% in der Luft kultiviert. 

Eine Woche vor Versuchsbeginn wurden die Zellen in DM ohne Phenol-rot uberfuhrt, welches sich vom Stammhal- 
tungsmedium dadurch unterscheidet daB es kein Geneticin enthait und anstelle von FKS mit 1 0 % DCS versetzt wurde 
(mit Dextran-Aktivkohle behandeltes FKS). Innerhalb dieser Woche erfolgte ein dreimaliger Mediumwechsel. 

so 

Bestimmung der estrogenen Aktivitet 

[0042] Zur Durchfuhrung der Luciferaseinduktionen sind jeweiis 1 ,5 Mi llionen Zellen in je 2 ml DM mit 1 0 % DCS. wel- 
ches durch die Behandlung mit Dextran-gesattigter Aktivkohle von endogenen Steroiden befreit worden war, ausgesdt 
55 worden. 

Nach 24 Stunden erfolgte der Hormonzusatz in Ethanoi (0,1 % Endvolumen). 
Die Kontrollen enthielten gleiche Arrteile an Vehikel. 

Nach 48 Stunden Hormoneinwirkung erfolgte nach zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS (ohne Calcium und 
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Magnesium) der ZellaufschluB durch Zugabe von 180 ui Lysispuffer pro well (25 mM Trisphosphat, pH 7,8; 2mM DTT, 
2mM 1 i 2-Diaminocydohexan-N,N i N , f N , -tetraessigsaur , 10 % Glycerol, 1 % Triton X-100). 

Nach 1 5 Minuten Lyse bei Raumtemperatur wurde die LOsung mit den lysierten Zellen in einen Eppendorfbecher uber- 
fuhrt und kurz zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge; 2 min, 18000 U/min). 
5 Der Luciferaseassay von Aliquoten der Uberstande erfblgte entsprechend dem Protokoll von Promega in Luminoskan 
Type 391 in speziellen Mikrotiterplatten. 

[0043] Die gemessenen relativen Uchteinherten der Proben wurden auf ihren ProteingehaH standardisiert Die Pro- 

teinbestimmung erfolgte nach Bradford (1976) mit Rinderserumalbumin als Standard. 

[0044] Aus Abbildung 1 ist ersichtlich: 
to Die GenaktMerungsexperimente ergeben, da8 die halbmaximale effektive Dosis zur Lucif erasei nduktion fur 1 7a-Estra- 

diol ( in der Abbildung bezeichnet als 1 7a-Estradiol) und Analoga J 81 1 und J 861 im nanomolaren Bereich liegt, woge- 

gen 1 7p-Estradiol im Bereich zwischen 10~ 10 M und 10~ 11 M seinen halbmaximaJen Effekt zeigt. 

Im Gegensatz zu komplexen Reaktionen, wie zelluldre Wachstumstimulation und Steigerung des Uterusgewichtes, 

reflektiert die Luciferaseinduktion in den gentechnisch verdnderten MCF-7/2a Zellen eine reine estrogene Antwort. 
15 Die Dissoziation der genomischen Effekte von 17p-Estradiol zu 17a«Estradioi und den Analoga J 811 und J 861 urn 

mehr als eine Zehnerpotenz wird in dem v&wendeten humanen Zellsystem eindeutig widergespiegeit 
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so uojPinpup»«»ipm 



Abbildung 1 
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Kllnlsche Studie 



[0045] Die aufgezeigten Systeme wurden im Rahmen einer Winischen Studie an aiteren Mannern erprobt. 

[0046] Die Wirksamkeit von tdglich 2 mg 17a- Estradiol, verabr icht in Hartgelantinekapseln, wurde an 12 Oberge- 

5 wichtigen Mannern (KOrpermasse-lndex ((BMI)) >35) im Alter von 52 bis 63 Jahren Qber 6 Monate erprobt. Keiner der 
Probanden nahm eine we'rtere Medikation ein. Bei 6 der 12 Probanden ergab sich ein m&Big verftnderter oraler Gluko- 
setoleranz-Test (OGTT), keiner zeigte jedoch eine deutliche diabetische Stoffwechsellage. SchildrOsen-, Leber- und 
Nierenfunktionsteste waren vor Beginn der Studie bet alien Probanden unauff&IIig. Auch die Plasma-Androgenwerte 
lagen im Normbereich Testosteron > 12 nmoi/l; Freies Testosteron > 0,2 nmol/l). Wie erwartet, hatten die 6 Probanden 

10 mrt verandertem OGTT erhOhte Gesamtcholesterol- und Triglycerid-Werte. 

[0047] Die Blutproben fur die Irvvrvo-Bestimmung der LDL-Cholesterol-Oxidation und die Hormonanalysen wurden 
zu Studienbeginn, danach wflchentlich und einen Tag nach letzter Einnahme entnommen (nach nachtlichem und mor- 
gendlichem Fasten jeweils zwischen 8 und 10 Uhr morgens). 

[0048] In Tabeiie 4 sind die Ergebnisse der Hormonanalysen (nmol/l) zu Versuchsbeginn und nach 6 Monaten dar- 
15 gestetlt und mit den Werten von 12 normalgewichtigen Mannern im Alter von 21 bis 28 Jahren (Kontrollgruppe) vergli- 
chen. 



Tabelle 4 
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Hormonanalysen (nmol/l) zu Versuchsbeginn und nach 6 Monaten. 




Gruppe 


Gesamt-Testo- 
steron 


Freies Testoste- 
ron 


SHBG 


DHEAS 


DHEA 


Insulin (mIE/L) 


25 


Vergleichs-Kon- 
trolle 


21 .5 ±6.3 


0.43 ±0.18 


51 ±16 


5510 ±2397 


17.2 ±9.5 


9.8 ±3.1 




Versuchsbeginn 


16.5 ±4.6* 


0.32 ±0.14* 


38±17* 


5412 ±3711 


14.3 ±10.6 


17±10 




Versuchsende 


15.6 ±5.1* 


0.33 ±0.15* 


39 ±18* 


5660 ± 3292 


13.46 ±8.13 


15±9 



* p < 0.05 vs. Kontrollgruppe 



[0049] Es wird ersichtlich, da 3 die Behandlung mit 1 7a- Estradiol die gewahften Hormonparameter nicht signifikant 
beeinfluBt. Der fehlende SHBG-Anstieg ist ein Beleg, da8 17a-Estradiol - im Gegensatz zu 170-Estradiol - nicht Qber 
die Wassischen Estrogenwirkungen verfOgt. 
35 [0050] In Tabelle 5 ist das Verhalten des Lipid- bzw. Lipoproteinprofils zu Versuchsbeginn und am Versuchsende dar- 
gestellt. 



Tabelle 5 



Lipid- und Upoproteinprof 0 


Lipid 


Versuchsbeginn 


Versuchsende 


Gesamt-Cholesterol (mg/dO 


225±11.1 


195 ±5.7* 


LDL-Cholesterol (mg/dl) 


154 ±10.5 


135 ±5.2 


HDL-Cholesterol (mg/dl) 


33±1 .5 


38±1 .5 


Triglyceride (mg/dO 


226 ±31.1 


132 ±1.5* 


Lp(a)(mgAdl) 


6.0 ±1.0 


5.7 ±0.7 



[0051] Der Abfall des Gesamtcholesterols als ein wichtiger Marker eines atherogenen Risikos ist signifikant Der 
gleichfalls signifikante Abfall der Triglyceride (weiterer Risiko-Faktor ) fOgt sich ebenfalls nicht in das Biid der Wassi- 
55 schen Estrogenwirkungen ein, bei welchem meist ein Triglycerid-Anstieg, zumindest kein Triglycerid-Abfali beobachtet 
wird. 

[0052] Keiner der Probanden berichtet unter der Behandlung Qber unerwOnschte Wirkungen. Insbesondere wurden 
Brustvermehrung (Gynakomastie) Oder Brustspannen als Ausdruck einer Wassischen estrogenen Wirkung nicht beob- 
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achtet Weiterhin wurde Ober eine Vertoesserung der Schlafqualitat und der Libido berichtet 

[0053] Die gute Hemmwirkung von 1 7a-Estradiol auf einen gegebenen oxidativen ProzeB bei fehlender Wassischer 
estrogener Grundwirkung lassen 17a-konfigurierte Estrogene uberraschenderweise zu geeigneten Wirkstoffen in der 
Verwendung zur Herstellung pharmazeutischer Prfiparate zur medikamentOsen hormonellen Substitution beim Mann 
werden. 

[0054] Wie bereits aus der Patentliteratur bekannt, bes'rtzt das 1 7a-Estradio! die gleichen antioxidativen Eigenschaf- 
ten wie das hochwirksame 170-Estradiol und das synthetische Estrogen Ethinylestradiol. Da diese antioxidativen Wir- 
kungen auch in zellfreien Testsystemen nachgewiesen werden konnten, scheiden die Hassischen 
(zelikernvermitterten) Wirkungsmechanismen fur diese spezielle Estrogenwirkung aus. 

[0055] Beim atteren Manne wird belegt. daB 17a-Estradiol keine Massischen Estrogenwirkungen zeigt, wie dies am 
fehlenden Anstieg des Sexualhormonbindenden Globulins (SHBG) a!s einem sehr empf indlichen Marker einer estroge- 
nen Wirkung und an der fehlenden Ausbildung einer Gynakomastie bzw. von Brustspannen nachgewiesen wird. 
Besonders ist die deutliche Verzdgerung unter LDL-Cholesterol-Oxidation beim aiteren Manne urrter Gabe von 17a- 
Estradiol zu erwdhnen. Damit kann ein wichtiger Schritt for die Entstehung und den Unterhalt einer AtheriosWerose 
gebremst werden, ohne daft unerwunschte estrogene Nebenwirkungen in Kauf genommen werden muissen. Daruber 
hinaus wurden wettere Marker eines atheriosWerotischen Risikos wie Gesamtcholesterol und Triglyceride im Blut 
gesenkt. 

[0056] Experimentell wird aufgezeigt, daB GABAerg-vermittelte Krampfzustande im Gehirn gOnstig beeinfluBt wer- 
den. Ober GABAerge Mechanismen werden chronisch-degenerative Zustande im Gehirn und das Nachlassen kogniti- 
ver Leistungen in Verbindung gebracht ErfindungsgemaB beanspruchte Steroide sind in der Lage, die Expression von 
AdhasionsmdekOlen im Endothel zu bremsen. Die vermehrte Bildung von AdhasionsmdekOlen gehOrt ebenfalls zu 
den Initialschrttten bei der AuslOsung von Entzundungen und von AtheroskJerose. 

Patentanspruche 

1. Verwendung von 

17a-Estradiol ( dessen chemisch modifizierten Derivaten oder den Estern des 17a-Estradiol oder deren che- 
misch modifizierten Derivaten mit antioxidativen Eigenschaften, ausgenommen Ethinylestradiol, 

zur Herstellung von pharmazeutischen Praparaten zur Prophylaxe und Therapie chronisch-degenerativer Erkran- 
kungen im Gehirn, von AtheroskJerose und Arthrrtis/Arthrose beim Mann . 

Claims 

1. Use of 

1 7a-estradiol, the chemically modified derivatives thereof or the esters of 1 7a-estradiol or the chemically mod- 
ified derivatives thereof having antioxidant properties, with the exception of ethynylestradiol. 

for the production of pharmaceutical preparations for the prevention and treatment of chronic-degenerative dis- 
eases of the brain, of atherosclerosis and arthritis/osteoarthritis in humans. 

Revendications 

1. Utilisation de 

1 7<x-oestradiol, de leurs d£riv6s chimiquement modifies ou les esters du 1 7<x-oestradiol ou leurs d&ivgs chi- 
miquement modifies avec propri6t6s antioxydarrtes a Texception de r&hinyloestradiol 

pour la production de preparations pharmaceutiques pour la prophylaxie et la therapie de maladies chroniques 
d^g^n^ratives dans le cerveau, de l'ath6roscl6rose et deTarthrrte/arthrose chez I'homme. 
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